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Chemical or biochemical assay, involving electrochemically assessing a 
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Abstract of DE1 991 7052 

A method for the determination of chemical or 
biochemical analytes (A) comprising 
modulating the diffusion coefficient of a redox- 
active species coupled with a specific 
recognition element by binding with a 
complementary recognition structure and 
electrochemically detecting the modulation of 
the diffusion coefficient, under amplification by 
recycling the redox species, is new. An 
Independent claim is also included for 
apparatus for carrying out the method, 
comprising an electrochemical measuring cell 
of volume 10 mu I to 1 ml (preferably less than 
300 mu I) with a reference electrode, counter- 
electrode and macroscopic regeneration 
surface, in which a micro-electrode of active 
diameter 0.1-500 mu m can be positioned 
adjacent to the regeneration surface using 
positioning elements. In alternative forms of 
the apparatus: (a) the cell is formed by an 
array of measuring cells, especially of the 
microtiter plate type, the base of which forms a 
one combined or several separate conductive 
regeneration surfaces; (b) the cell has no walls 
contacting the reaction solution; or (c) several 
microelectrodes can be placed in parallel 
(using positioning elements) in several 
measuring cells or drops of the determination 
solution can be applied to each measuring 
surface, so that several samples can be tested 
simultaneously. 
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Dio folgondon Angaben sind dan vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

® Vorrichtung und Verfahren zur iBestimmung chem. und biochem. Analyten mittels amplifizierter 
mikro-elektrochem. Detektion 

<§) Tech nische Aufgabe und Zielsetzung 

Ein sensitives elektrochemisches Assay- System fur die 
qualitative und/oder quantitative Bestimmung von Sub- 
stanzen in einer komplexeh Matrix soil entwickelt werden. 
Losung der technischen Aufgabe 

Die Losung erfolgt durch^^ Verfahren, das dadurch ge- 
kennzeichnet ist, date der' iJiffusionskoeffizient einer re- 
doxaktiven Spezies, die mit einem spezifischen Erken- 
nungselement gekoppelt ist, durch Anbindung einer kom- 
plementaren Erkennungsstruktur moduliert wird, und die 
Modulation des Diffusionskoefflzienten mit einem elek- 
trochemischen Verfahren unter Verstarkung durch Recyc- 
ling der Redoxspezies detektiert wird. Die Losung der Auf- 
gabe betrifft weiterhin die Konzeption von Vorrichtungen 
welche die Durchfuhrung des Verfahrens ermoglichen, 
( wobei zusatzlich das Verfahren sequentiell oder parallel 
( auf mehrere Analytproben angewandt werden kann. 
Anwendungsgebiet 

Klinische Analytik, Umweltanalytik, Scree ningverfah re n 





ft) Annfiherung der Mikroclcklrodc ah die Regenerationsobeiflache und Bestimmung des 
Stromea i,. b) Zugabe des Analyten und Inkubation. c) Bestimmung des Stroms i, nacb 
Inkubation mit dem Analyten und Auswertung anhand von Kalibrierlcurven 
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Beschreibung 

1 Darstellung des technischen Gebietes 

Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur 
qualitativen und quantitativen Bestimmung eines oder meh- 
rerer chemischer und biochemischer Analyte. Durch selek- 
tive Bindung des Analyten an ein komplemen tares spezifi- 
sches Erkennungselement, das mit einer elektrochemisch 
aktiven Substanz (einem Redoxmediator) modifiziert ist, 
wird der Difrusionskoeffizient dieses Redoxmediators mo- 
duliert. Die Veranderung des Diffusionskoeffizienten des 
Redoxmediators und damit der Mas sentr an sport zur Ober- 
flache einer geeigneten Elektrode wird mit Hilfe einer MeB- 
eiektrode detektiert Eine Verstarkung des MeBeffektes wird 
durch die lokale elektrochemische Regenerierung des Re- 
doxmediators an einer leitenden Oberflache oder Elektrode 
in unmitteibaren Nahe der MeBelektrode erreicht, 

2 Technischer Hintergrund 20 

2.1 Bindungsassays 

Die Erkennung und Quantifizierung von Bindungsereig- 
nisseri zwischen komplementaren Erkennungsstrukturen 25 
wie Antigen/Antikorper, Hapten/Antikorper, Enzym/Sub- 
strat, Lectin/Kohlenhydrat, Rezeptor/Hormon, Oligonu- 
kleotid/DNA- oder RNA-Halbstrang dient als Grundlage so- 
genannter Assays, die einen wichtigen Bereich der klini- 
schen, biochemischen und chemischen Analytik darstellen. 30 
Infolge der selektiven Erkennung der komplementaren 
Strukturelemente konnen entsprechende Analyte zumeist 
ohne aufwendige Abtrennung in ihrer komplexen Matrix 
qualitauv und/oder quantitativ bestimmt werden. Der Ein- 
satz solcher Assays wird durch ihre Selektivitat, die im we- 35 
sentlichen durch die Bindungskonstante fiir die dem Erken- 
nungsvorgang zugrunde liegende Reaktion bestimmt ist, 
durch ihre Sensitivitat, den notwendigen Zeitaufwand, die 
notwendigen Reagenz- und Analytvolumina, ihre Automati- 
sierbarkeit und durch den Preis bestimmt. 40 

2.2 Redoxreaktionen an Mikroelektroden 

Wird eine Elektrode auf ein geeignetes konstantes Poten- 
tial gegeniiber einer Referehzelektrode mit Hilfe eines Po- 45 
tentiostaten polarisiert, kann eine sich in Losung befindliche 
Redoxspezies entsprechend des Potentials oxidiert bzw. re- 
duziert werden. Infolge des Umsatzes der Redoxspezies an 
einer Mikroelektrode entsteht ein Konzentrationsgradient 
Vom Volumen der Losung in Riichtung der Elektrode, was 50 
den Aufbau eines hemispharischen Diffusionsfeldes vor der 
Mikroelektrode zur Folge hat, in dem die Redoxspezies 
durch Diffusion zur Elektroderioberfl ache transportiert wird. 
Wird die Konzentration der urnzusetzenden Redoxspezies 
am Ort der Elektrode gleich null, limitiert der diffusionelle 55 
Massen transport den Umsatz an der Elektrode, und man er- 
halt als Maximalstrom den sogenannten DifTusionsgrenz- 
strom. 

2.3 Elektrochemisches Recycling 60 

Wird eine Mikroelektrode, an der diffusionslimitiert eine 
Oxidations- oder Reduktionsreaktion eines im Elektroiyten 
gelosten Redoxmediators ablauft, an eine makroskopische, 
leitende Oberflache so weit angenahert, dafi das hemisphari- 65 
sche Diff usionsprofil vor der Mikroelektrode durch diese 
Oberflache gestort wird, karin - bei geeignetem Potential an 
der makroskopischen Elektrode - die Ruckreaktion der an 
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der Mikroelektrode stattfindenden Reaktion ablaufen. In- 
folge dieser Ruckreaktion werden im Volumenraum des Dif- 
fusionsprofils in der Zeiteinheit die Zahl der an der Mikro- 
elektrod6 urnzusetzenden Redoxspezies vergroBert, so daB 
5 als Folge der Diftusionsgrenzstrorn anwachst. Diese Ampli- 
fizierung ist abhangig von der Konzentration der Redoxspe- 
zies, von der heterogenen Elektronenuransferkinetik an der 
Mikroelektrode und der leitenden Oberflache, sowie insbe- 
sondere vom Abstand der Mikroelektrode zur gegenuberlie- 
10 genden Oberflache. Diese Amplifizierung durch Recycling 
der Redoxkomponente wird im Folgenden "positiver Feed- 
back" genannt. 

3 Stand der Technik 

15 

Die bisher beschriebenen Sensoren und Testverfahren zur 
Erkennung und Quantifizierung von Bindungsereignissen 
zwischen komplementaren biologischen oder chemischen 
Strukturen beruhen iiberwiegend auf dem Nachweis einer 
Markierung (Enzym, Floureszenzmarker, Radioisotop), die 
durch aufwendige Syntheseschritte an kompetitiv wirksa- 
men Erkennungsstrukturen angebracht werden miisseh. 
Diese markierten Analytderivate miissen bei einem kompe- 
titiven Assay der Probe zugesetzt werden, so daB sie ver- 
braucht werden. Obwohi die Analysevoiumina sehr stark re- 
duziert wurden, stellt der Verbrauch der markierten Analyt- 
molekiile bei kompetitiven Assays einen wesentlichen Ko- 
stenfaktor dar. 

Direkte MeBverfahren, also solche, bei denen das Bin- 
dungsereignis ohne Zugabe markierter Analytmolekiile de- 
tektiert werden kann, beruhen iiberwiegend auf optischen 
Detektionsmemoden unter Nutzung des evaneszenten Fel- 
des elektromagnetischer Wellen an Grenzflachen unter- 
schiedlicher Brechungsindizes (Oberflachen-Plasmon- 
Spektroskopie, Gitterkoppier, Interferometrie, Ellipsome- 
trie) oder der Beobachtung von Massen anderungen mit ei- 
nem Schwingquarz oder Oberflachenwellensensor (SAW). 
Im Allgemeinen ist dabei ein Partner der komplementaren 
Erkennungsreaktion an der Oberflache des MeBsystems im- 
mobilisiert, da Brechungsindexanderungen nur in der Ab- 
klingdistanz des evaneszenten Feldes (ca. 100 nm) detek- 
tiert werden konnen, bzw. die Resonanzfrequenz bei Mikro- 
waagen nur durch oberflachengebundene Strukturen wirk- 
sam moduliert werden kann. Derartige Assays sind haufig 
apparativ aufwe'ndig und miissen zumeist fiir jeden Anwen- 
dungsfall optimiert werden. 

Obwohi elektrochemische. Verfahren hinsichtlich der ap- 
parativen Anforderungen einfach sind, wurden sie aufgrund 
der geringen Sensitivitat nur wenig fiir Assays eingesetzt. 
Insbesondere mikroelektrochemische Assays auf der Basis 
der besonderen Eigenschaften von Ultramikroelektroden 
sind bisher wenig untersucht. , 

Sugawara et al. beschrieben direkte elektrochemische As- 
says fur das Biotin-Avidin-System. Entweder wurde Biotin 
mit Daunomycin (Talanta, 1997, 44, 357-363; Analytleal 
Chemistry, 1995, 67, 299-302) oder mit Nii-Blau (Bioelec- 
trochemistry & Bioenergetics, 1996, 41 (2), 167-1 72) als 
elektrochemisch aktiver Gruppe markiert oder Biotin-Hy- 
drazid wurde als elektrochemisch aktives Biotinderivat 
(Bioeiectrochemistry & Bioenergetics, 1994, 33, 205-207) 
benutzt. Binden die oben genannten Biotinderivate an Avi- 
din, so werden die elektrochemisch aktiven Molekiilteiie 
mit in die Bindungstasche des Avidins gezogen, was in alien 
beschriebenen Fallen zu einem Verlust der elektrochemi- 
schen Aktivitat fiihrt. Die Nachteile dieser Verfahren sind, 
daB der beschriebene Mechanismus auf das Avidin-Biotin- 
System beschrankt ist und somit nicht auf beliebige Analy- 
ten zu ubertragen ist. Weiterhin ist, infolge der notwendigen 
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intehsiven Vorbehandlung der MeBelektroden vor jeder 
Messung, die schnelle Untersuchung einer groBen Anzahl 
von Proben nicht moglich. 

Elektrochemische Verstarkung als Folge von Recycling- 
prozessen wurde fur Interdigitalstrukturen (Paeschke et al.: 5 
Sensors & Actuators B-Chemical. 1995, 27, 394-397; Pa- 
eschke et al.: Analytica Chimica Acta, 1995, 305, 126-136; 
Hintsche et al.: Biosensors & Bioelectronics, 1994, 9, 
697-705) und als Methode zur Abbildung der elektrochemi- 
schen Aktivitat von Oberflachen mittels der elektrochemi- 10 
schen Rastermikroskopie (SECM) (Horrocks et al.: Anal. 
Chern., 1993, 65, 3605-3614; Pierce et al.: tat Chem., 1992, 
64, 1795) beschrieben. 

Interdigitalelektroden besitzen aufgrund des konstanten 
Abstandes zwischen den Elektrodenkarnrnen ein festes Ver- 15 
starkungsverhaltnis. Der positive Feedback-Effekt beim 
SECM wurde bisher nicht zur Entwicklung amplifizierter 
Assays genutzt. 



4 Aufgabe der Erfindung 



20 



Der hier beschriebenen Erfindung liegt die Aufgabe zu- 
grunde, ein sensitives elektrochemisches Assay-System fur 
die qualitative und/oder quantitative Bestimmung von Sub- 
stanzen in einer komplexen Matrix zu entwickeln. Die Se- 25 
lektivitat wird durch die molekulare Erkennung zwischen 
Strukturbereichen der zu analysierenden Substanz und ei- 
nem komplementaren, mit einer redoxaktiven Gruppe rnodi- 
fizierten Bindungspartner gewahrleistet. Das Verfahren und 
die zur Durchfuhrung des Verfahrens notwendigen Vorrich- 30 
tungen sollen prinzipiell die Analyse beliebiger komple- 
mentarer Bindungsereignisse erlauben, tiber eine variable 
Verstarkung zur Anpassung des MeBbereiches verfugen, 
und in sehr kleinen Reaktionsvoiumina durchgefuhrt wer- 
den konnen. Die Moglichkeit zur Miniaturisierung impli- 35 
ziert gleichzeitig die Parallelisierung der Verfahren und der 
Vorrichtungen sowie den extrem geringen Verbrauch not- 
wendiger Reagenzien. 



5 ErfindungsgemaBe Losung der Aufgabe 
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Die erfindungsgemaBe Losung der Aufgabe erfolgt durch 
eiri Verfahren zur Bestimmung von chemi schen oder bio- 
chemischen Analyten, das dadurch gekennzeichnet ist, daB 
der Diffusionskoeffizient einer redoxaktiven Spezies, die 45 
mit einem spezifischen Erkennungselement gekoppelt ist, 
durch Anbindung einer komplementaren Erkennungsstruk- 
tur moduliert wird, und die Modulation des Diffusionskoef- 
fizienten mit einem elektrochemischen Verfahren unter Ver- 
starkung durch Recycling der Redoxspezies detektiert wird. 50 
Dabei ist das Verfahren durch eine MeBelektrode gekenn- 
zeichnet, die als Makro- oder Mikroelektrode mit einem ak- 
tiven Durchmesser zwischen 0.1 und 500 um, bevorzugt 
1-100 um, insbesondere 10-50 um ausgebildet ist, wobei 
die aktive Scheibenelektrode von einem isolierenden Mantel 55 
aus Glas oder Polymeren umgeben ist, der die Diffusion von 
Redoxspezies zur aktiven Elektrodenoberflache moduliert. 
Die MeBelektrode wird mittels Positionierelementen einer 
makroskopischen leitenden Oberflache soweit angenahert, 
daB das Difrusionsprofil dikr mit einem spezifischen Erken- 60 
nungselement gekoppelten Redoxspezies durch diese Ober- 
flache verandert wird. Das an den Redoxmediator gekop- 
pelte Erkennungselement kann alternativ Biotin, ein Hapten, 
ein Antigen, ein Antikorper, ein Lectin, ein Kohlehydrat, ein 
DNA-Fragment, ein DNA-Halbstrahg, ein RNA-Fragment, 65 
ein Oligonucleotid, ein Hormon, ein Rezeptor oder ein 
kunstiicfres "Wirtsmolek^ komplementare 
Erkenhungsstruktur existiert, die selektiv gebunden werden 



kann. Alternativ kann auch iiber eine Zwischenstruktur mit 
mehr als einer Bindungsstelle der Redoxmediator und der 
Analyt spezifisch erkannt und gebunden werden kann, so 
daB ein Sandwich- Assay entsteht. Das Signal des zur An- 
wendung kommenden elektrochemischen Verfahrens muB 
durch den Diffusionskoefrizient der Redoxspezies bestimmt 
werden. Die erfindungsgemaBe Losung der Aufgabe betrifft 
weiterhin die Konzeption von Vorrichtungen die die Durch- 
fuhrung des Verfahrens ermoglichen. In einer ersten Vor- 
richtung wird in einer MeBzelle mit Referenzelektrode, Ge- 
genelektrode und makroskopischer Regenerationsoberfla- 
che mit einem Volumen vori 10 pl-l ml, bevorzugt einem 
Volumen < 300 ul eine Mikroelektrode mittels Positionier- 
elementen an die Regeneration soberflache angenahert. Eine 
zweite Vorrichtung ist dadurch gekennzeichnet, daB die 
elektrochemische MeBzelle als ein MeBzellenarray ausge- 
bildet ist, insbesondere nach Art von Mikrotiterplatten, des- 
sen Boden eine gemeinsame leitende Regenerationsoberfla- 
che bilden. Eine dritte Vorrichtung benutzt einen FlUssig- 
keitstropfen als wandfreie "MeBzelle", in die die Redoxme- 
diatorlosung iiber eine die Mikroelektrode umschlieBende 
Kapillare zudosiert wird, so daB sich ein das leitende Sub- 
strat und die Spitze der Mikroelektrode umgebender IVop- 
fen bildet. 

Prinzipiell ist es moglich, das Verfahren unter Nutzung 
der unterschiedlichen Vorrichtungen sequentiell durch Re- 
positionierung der Mikroelektrode in verschiedenen MeB- 
zellen eines Arrays durchzufuhren, wobei mehrere Proben 
unter Nutzung einer gemeinsamen leitenden Regenerations- 
oberflache vermessen werden konnen. 

Weiterhin gelingt es, mittels unabhangiger Positionierele- 
mente mehrere Mikroelektroden parallel in mehreren MeB- 
zellen oder TVopfen der MeBlosung an die jeweilige Regene- 
rationsoberflache anzunahern, so daB gleichzeitig mehrere 
Proben vermessen werden konnen. 

6 Beschreibung der Erfindung 

In dem erfindungsgemaBen Verfahren und den zugehori- 
gen Vorrichtungen wurde ein neuartiges Assay-System kon- 
zipiert, das die Modulation des Diffusion skoeffizienten ei- 
ner mit einem Erkennungselement modifizierten redoxakti- 
ven Spezies als Folge der Anbindung eines komplementaren 
Bindungspartners nutzt, um qualitative und quantitative In- 
formationen iiber das Vorhandensein und die Konzentration 
des Analyten zu erhalten. Als Detektionssystem wird dazu 
eine Mikroelektrode benutzt, an der bei einem geeigneten 
Potential der im Elektrolyt geloste, mit dem Erkennungsele- 
ment modifizierte Redoxmediator diffusionskontrolliert oxi- 
diert bzw. reduziert wird. Die molekulare Erkennung des 
Bindungspartners fuhrt unter anderem zu einer VergroBe- 
rung des Molekulargewichtes und damit verbunden zu einer 
Modulation des Diffusionskoeffizienten der Redoxspezies, 
was durch eine Verrninderung des Massentran sports zur Mi- 
kroelektrode zu einer Verringerung des Diffusionsgrenzstro- 
mes fuhrt. Die Detektion des diffusionsabhangigen Fara- 
day'schen Stromes an der Mikroelektrode kann statisch bei 
einem der Mikroelektrode aufgepragten konstanten Poten- 
tial oder dynamisch mittels cyclischer Voltammetrie, Diffe- 
rential-Puls-Voltammetrie, Potentialsprung-Techniken etc! 
erfolgen. Zur Signalamplifizierung als \braussetzung fur 
eine Erhohurig der Sensitivitat und der moglichen Anpas- 
sung der Kalibrierfunktion an die tatsachlich vorliegende 
Analytkonzentration wird die MeBelektrode (eine Mikro- 
elektrode mit einem typischen Radius < 100 um in einer Iso- 
lationshiille mit einem mehrf achen Durchmesser der aktiven 
Elektrodenscheibe (Abb. 1) mittels Verschiebeelemente 
(z. B. Schrittmotor-getriebene oder manuelle Mikrometer- 
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schrauben, Piezostapel) an eine gegeniiberliegende, leitende 
Oberflache angenahert, so daB das Diffusionsprofil der Re- 
doxspezies vor der Mikroelektrode bis zur gegenuberliegen- 
den' lei tenden Oberflache reicht (Abb. 2). Die Regeneration 
des Redoxmediators an dieser Oberflache ist entweder be- 5 
dingt durch die Einstellung des Nernstpotentials in weiter 
Entfemung der positionierten Mikroelektrode oder wird 
durch das Aufpragen eines geeigneten Potentials mittels ei- 
nes Bipotentiostaten erzwungen. Diese Regeneration des 
Redoxmediators ruhrt zu einer durch den Abstand der Mi- 10 
kroelektrode in weiten Grehzen wahlbaren Amplifizierung 
des Stromes in Abhahgigkeit des DifFusionskoeffizienten 
der an der Mikroelektrode umgesetzten Redoxspezies. 

Ein vollstandiger analytischer Zyklus ist aus mindestens 4 
Verfahrensschritte aufgebaut (Abb. 3): 15 

- Bestimmung des durch Umsatz des mit der spezifi- 
schen Erkennungsstruktur modifizierten Redoxmedia- 
tors erzeugten Faraday'schen Stromes an der Mikro- 
elektrode in Abhangigkeit des Abstandes Mikroelek- 20 
trode/Regenerationsoberflache. 

- Zugabe der Probe zur Losung des Redoxmediators 
und Inkubation fur einen festgelegten Zeitraum, der im 
wesentlichen von der Bindungskonstante der komple- 
rnentaren Erkennungsstrukturen bestimmt wird. 25 

- Bestimmung des durch Umsatz des mit dem Kom- 
plex zwischen den komplementaren Erkennungsstruk- 
turen modifizierten Redoxmediators erzeugten Fara- 
day'schen Stromes an der Mikroelektrode in Abhangig- 
keit des Abstandes Mikroelektrode/Regenerations- 30 
oberflache. 

- Auswertung der Stromabnahme mittels Kalibrier- 
funktionen unter Beriicksichtigung der Volumenveran- 
derung des Elektrolyten nach Zugabe des Analy ten und 
des durch Recycling des Redoxmediators erhaltenen 35 
Verstarkungseffektes. 

Fur die erfindungsgemaBe Durchfuhrung der Analysen- 
verfahren wurden unterschiedliche Vorrichtungen konzi- 
piert, die den verschiedenen Einsatzmoglichkeiten der As- 40 
says hinsichtlich Zahl der Proben und verfiigbarem Proben- 
volumen Rechnung tragen. 

1. Vorrichtung zur Bestimmung von chemischen oder 
biochemischen Analyten iiber die Anbindung an eine 45 
elektrochemisch aktive Substanz mit Hilfe von Mikiro- 
elektroden, welche gekennzeichnet ist durch, eine eiek- 
trochemische Zelle mit einem Volumen < 10 ml, be- 
vorzugt < 1 ml, insbesondere < 300 jil mit Referen- 
zelektrode, Gegenelektrode, Vorrichtungen zurri Entga- 50 
sen der Losung und zum Uberleiten von Schutzgas 
iiber die Losung, sowie einer leitenden ebenen kontak- 
tierbaren Elektrode auf dem MeBzellenboden. Die Vor- 
richtung ist dariiberhinaus gekennzeichnet durch eine 
Scheibenmikroelektrode mit einem Durchmesser der 55 
elektrochemisch aktiven Oberflache von 0.1-1000 um, 
bevorzugt 10-50 um, einer mit Motoren bevorzugt 
Schrittmotoren, manuell und/oder Piezoelementen ge- 
triebenen Feinverstelleinheit fur die Hohenpositionie- 
rung der Scheibenmikroelektrode relativ zur Regenera- 60 
tionsoberflache auf dem MeBzellenboden, optional ei- 
ner mit Motoren, bevorzugt Schrittmotoren, manuell 
oder mit Piezoelementen getriebenen Einheit zur late- 
ralen Verschiebung der MeBzelle, einen Potentiostaten 
und einen Personal-Computer zur Steuerung des Poten- 65 
tiostaten und der Versteileinheiten, sowie zur MeBwert- 
aufhahme und MeBwertverarbeitung (Abb. 4). 

2. Vorrichtung zur schnellen sequentiellen Bestim- 
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mung von chemischen oder biochemischen Analyten 
iiber die Anbindung an eine elektrochemisch aktive 
Substanz mit Hilfe Von Mikroelektroden, welche ge- 
kennzeichnet ist durch einen MeBzellenverbund (ana- 
log einer Mikrotiterplatte), deren Boden leitfahig be- 
schichtet ist. Die Referenz- und Gegenelektrode wer- 
den zusammen mit der als MeBelektrode dienenden 
Scheibenmikroelektrode in die jeweils zu vermessende 
MeBzelle des Verbundes eingetaucht. Da GroBe, Zahl 
und Abstande zwischen den MeBzelien bekannt sind, 
lassen sich die einzelnen MeBzelien automatisiert se- 
quentiell mit der Mikroelektrode iiber die lateralen Ver- 
steileinheiten anfahren und vermessen (Abb. 5). 

3. Vorrichtung zur Bestimmung von chemischen oder 
biochemischen Analyten iiber die Anbindung an eine 
elektrochemisch aktive Substanz mit Hilfe von Mikro- 
elektroden, welche gekennzeichnet ist durch einen 
MeBzellenverbund (analog einer Mikrotiterplatte), de- 
ren Boden leitfahig beschichtet ist, und mehreren der 
Zeilen- oder Spaltenzahl des MeBzellenverbundes an- 
gepaBteri und im MeBzellenabstand voneinander paral- 
lel angeordneten positionierbaren Mikroelektroden, die 
unabhangig voneinander in ihrer Hohe variiert werden 
konnen. Diese Vorrichtung gestattetdie automatisierte, 
simultane DurchfUhrung des erfindungsgemaBen Ana- 
ly severfahrens (Abb. 6). 

4. Vorrichtung zur Bestimmung von chemischen oder 
biochemischen Analyten iiber die Anbindung an eine 
elektrochemisch aktive Substanz mit Hilfe von Mikro- 
elektroden, welche gekennzeichnet ist durch eine Posi- 
tionierung der MikromeBelektrode und der Referenz- 
und Gegenelektrode, zumindest jedoch einer Referen- 
zelektrode, in einem auf der Regenerationsoberflache 
aufgebrachten Tropfen unter Verzicht auf eine MeBzel- 
ien wand. Das Volumen des Tropfens ist nach oben 
durch die Oberflachenspannung des verwendeten Elek- 
trplyten, nach unten durch die Positioniergenauigkeit 
der Mikroelektrode mit Referenzelektrode iiber der Re- 
generationsoberflache begrenzt. ErfindungsgemaB be- 
tragt das Tropfen volumen bevorzugt 0.001-500 ul, ins- 
besondere 1-100 ul (Abb. 7), Die Vorrichtung ist op- 
tional weiterhin dadurch gekennzeichnet,' daB die zu 
untersuchende Probenlosung entweder mittels einer 
Mikrokapillare durch iontophoretische Injektion, durch 
Kapillarkra^e, bzw. unter Verwendung von Mikro- 
pumpen Oder mittels einer Diise, bevorzugt einem Pie- 
zodispenser, als Mikrotropfchen, eventuell auch beriih- 
rungsios iiber einen Luftspalt, in den das MeBvolumen 
bestimmenden Elektrolyttropfen eingebracht wird. 

Das erfindungsgemaBe MeBverfahren wird im folgenden 
beispielhaft unter Nutzung der Vorrichtung 1 und anhand 
der Cyclovoltammetrie als dem zur Anwendung kommen- 
den elektrochemischen Verfahren erlautert; die tjbertragung 
der Erlauterungen auf andere elektrochemische MeBverfah- 
ren wie der Amperometrie bei konstantem Potential, unter- 
schiedlicher Puls-Voltarnmetrieverfahren, Chronbampero- 
metrie etc. sind einem Fachmann moglich. Im cyclovoltam- 
metrischen Experiment bewirkt ab einem bestimmten Po- 
tentialwert eine weitere Potentialerhohung keine weitere Er- 
hohung des Faraday'schen Stromes. Die Parameter, die die- 
sen diffusions kontrolliert flieBenden Grenzstrom bestimmen 
sind die ElektrodengroBe, die Konzentration der Redoxspe- 
cies, die Zahl der pro Formeiumsatz iibertragenen Elektro- 
nen, sowie der Diffusionskoeffizient der Redoxspezies. Der 
Dirfusionskoeffizient ist fur das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren von besonderer Bedeutung, da die Regeneration des Re- 
doxmediators durch seine wechselseitige Diffusion zwi- 
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schen der MikromeBelektrode und der Regenerationsober- 
flache bestimmt wird. 

Wird nun die komplementare Erkennungsstruktur (das 
heiBt die zu bestimmende Substanz) zum am Redoxmedia- 
tor gebundenen Erkennungselement zugegeben, so erfolgt 5 
die molekulare Erkennung unter Bildung eines Affinitats- 
komplexes zwischen den komplementaren Strukturen mit 
einer fur das gewahlte Erkennungs system spezifischen Affi- 
nitatskonstanten (Bindungskonstante). Nach einer Inkubati- 
onszeit, die entweder ausreichend ist, um die Gleichge- 10 
wichtskonzentration des Affinitatskomplexes zu erhalten, 
oder die exakt reproduziert werden muB, ist der mittlere Dif- 
fusionskoeffizient des an der Mikroelektrode umzusetzen- 
den Redoxmediators infolge der VergroBerung des Moleku- 
largewichtes erniedrigt Wird die Erkennungsstruktur in fe- 15 
ster Form zugegeben, so bleiben die Parameter Elektroden- 
groBe, Abstand Mikroelektrode/Regenerationsoberfiache, 
Zahl der ausgetausehten Elektronen und Konzentration des 
Redoxmediators konstant. Die erfolgte Abnahme des diffu- 
sionskontrolliert flieBenden Faraday-Stromes im emeuten 20 
cyclovoltammetrischen Experiment ist somit ausschlieBlich 
auf die Modulation des Diffusionskoeffizienten als Folge 
der moiekularen Erkennungsreaktion zuriickzufuhren. Die 
Abnahme des Stromes ist dabei ein MaB fur die gebildete 
Menge des Affinitatskomplexes. Die Differenz der Diffusi- 25 
onsgrenzstrome in den vor und nach der Zugabe des Analy- 
ten aufgenommenen Cyclovoltanimograrnmen stellt somit 
das auszuwertende MeBsignal des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens dar. Aufgrund der hohen Spezifitat der moiekularen 
Erkennungsreaktion besitzt dieses Verfahren eine geringe 30 
Querempfindlichkeit, so daB eine vorherige Probenaufberei- 
tung zumeist entfallen kann. 

Alternativ laBt sich das Erkennungselement auch in Lo- 
sung zugeben. Wichtig hierbei ist, daB sich nun neben dem 
Diffusionskoeffizienten des Redoxmediators auch die Kon- 35 
zentration andert. Um diesen Effekt moglichst gering zu hal- 
ten, ist es erforderlich, das zugegebene Probevolumen im 
Vergleich zum Volumen der Redoxmediatorlosung in der 
MeBzelle moglichst gering zu halten, oder die Konzentrati- 
onsabnahme durch die VolumenvergroBerung rechnerisch 40 
oder durch eine einmal aufgenommene Kalibrierfunktion, 
die nur den Volumenzuwachs beriicksichtigt, zu eliminieren. 

Weiterhin ist es auch moglich, Probe und Redoxmediator- 
losung vor der Messung zu vermischen und nach der Inku- 
bationszeit mit nur einer elektrochemischen Messung zu un- 45 
tersuchen, Der Gehalt des Analyten in der Probe kann dann 
uber eine mit Standardlosungen erhaltene Kalibrierfunktion 
erhalten werden. 

Im Falle eines Analyten, der mehrere Bindungsstellen be- 
sitzt, kann das MeBverfahren auf ein Sandwich-Konzept er- 50 
weitert werden. Bei identischen Bindungsstellen setzt man 
in einem ersten Reaktionsschritt einen UberschuB des Ana- 
lyten zur Redoxmediatorlosung zu. Aufgrund des Uber- 
schusses konnen nicht alle Bindungsstellen des Analyten 
mit Redoxmediatormolekulen besetzt werden, so daB stati- 55 
stisch einige Bindungsstellen eines Anarytmolekuls mit dem 
Redoxmediator besetzt sind und einige frei sind. Bei ver- 
schiedenen Bindungsstellen genugt eine Absattigung aller 
Bindungsstellen des Analyten, die den Redoxmediator bin- 
den konnen. Die erfoigreiche Anbindung kann durch das be- 60 
schriebene MeBverfahren kontrolliert werden. 

Die freien Bindungsstellen stellen die Grundlage fur den 
Sandwich-Assay dar, da uber diese ein weiteres zu dieser 
Bindungsstellen kompiementares Erkennungselement an- 
binden kann und somit die Molmasse des Redoxmediators 65 
weiter zunimmt, was zu einer weiteren yerringerung des 
Diffusionskoeffizienten der Redoxspezies fuhrt. Dieses laBt 
sich uber resultierende Abnahme des Diffusionsgrenzstro- 



mes mit dem beschriebenen MeBverfahren detektieren. 

Die Besonderheit des MeBverfahrens der vorliegenden 
Erfindung ist die zusatzliche Verstarkung des MeBefTektes 
durch den positiven Feedback-Effekt (Redoxmediatorrecyc- 
ling) an der Regenerationsoberflache, der einfach diirch An- 
naherung der MikromeBelektrode an die Regenerations- 
oberflache erreicht werden kann, und uber die Variation des 
Abstand zwischen Mikroelektrode und Regenerationsober- 
flache an die Erfordernisse von verschiedenen Analyten an- 
gepafit werden kann. Hier liegt ein klarer Vorteil gegeniiber 
Verstarkungsmechanismen, die an aufwendig herzustellen- 
den Interdigital-Elektroden zustande kommen, und an denen 
dieser Verstarkungseffekt nicht moduliert werden kann. Das 
erfindungsgemaBe Analysenverfahren und die Vorrichtun- 
gen weisen den Vorteil auf, daB lediglich ein Monopotentio- 
stat benotigt wird, da im allgemeinen lediglich der Mikro- 
meBelektrode Potentiale aufgepragt werden mtissen. Die zur 
Anwendung kommenden Mikroelektroden konnen durch 
Polieren mit Polierpasten gereinigt werden, so daB sie uber 
eine groBe Zahl von Analysen reproduzierbar verwendet 
werden konnen. 

7 Beispiele 

Im folgenden wird das der Erfindung zugrunde liegende 
Prinzip anhand von Beispielen erlautert: 

7.1 Biotin/Streptavidin Assay unter Verwendung von Vor- 
richtung 1 

Als Redoxmediator wird ein mit Biotin modifiziertes Fer- 
rocenderivat verwendet. Die Darstellung gelingt uber die 
Umsetzung eines wasserloslichen Ferrocen-Alkylamins mit 
Hydroxysuccinimid-Biotin. Die Reaktionsprodukte werden 
mit Hilfe einer mit monomeren Avidin beschichteten Saule 
getrennt. Als Mikroelektrode dient eine glasummantelte 
Platinmikroelektrode mit einem Durchmesser der aktiven 
Elektrodenoberflache von 50 um. Als elektrochemisches 
Detektions verfahren dient die cyclische Voltammetrie. 

Abb. 8 (Kurve 1) zeigt ein Cyclovoltammogramm (Lo- 
sungs volumen 300 ui; Vorrichtung 1) des biotinilierten Fer- 
rocen-Komplexes (im folgenden Fc-Biotin genannt). Abb. 8 
(Kurve 2) zeigt das Cyclovoltarnmogram nach Zugabe von 
8ul 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7). Die sehr geringe Ab- 
nahme des Faraday'schen Stromes ist auf die Volumenver- 
groBerung zuriickzufuhren. Die Kurven 3-5 zeigen die Cy- 
clovoltammogramme nach der Zugabe von jeweils 8 ul ei- 
ner 0.15 mM Streptavidinlosung. 

Aufgrund der Emiedrigung des Diffusionskoeffizienten 
des Fc-Biotins durch die Anbindung des Streptavidins 
nimmt der Faraday-Strom an der Mikroelektrode ab. 

Nach mehrfacher Zugabe des Analyten tritt Sattigung ein 
(Abb. 8, Kurve 5). 

Abb. 9 zeigt eine analoge Messung unter Nutzung des 
Redoxrecycling an der der MikromeBelektrode gegenuber- 
liegenden Regenerationsoberflache. Die im Vergleich zu 
Abb. 8 wesentlich hoheren Strome zeigen den erwarteten 
Verstarkungseffekt. 

Dieser Verstarkungseffekt wird in Abb. 10 verdeutlicht, 
in der die Faraday'schen Strome, normiert auf den Anfangs- 
strom vor der Zugabe von Streptavidin, gegen die Streptavi- 
dinkonzentration in der MeBzelle aufgetragen ist. 

Die Messung mit Verstarkung durch Redoxrecycling 
zeigt eine um den Faktor 3 erhohte Sensiti vitat Fur das hier 
gezeigte Beispiel lassen sich mit dem beschriebenen Verfah- 
ren Konzentrationen von Streptavidin von 1-10 urnol/1 be- 
stimmen. 
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7.2 Biotin/Streptavidin Assay unter Verwendung von Vor- 
richtung 4 

Eine weitere Verringerung der einzusetzenden Substanz- 
mengen laBt sich durch die Anwendung des MeBverfahrens 5 
in "fteier" Umgebung ohne die Volumenbegrenzung durch 
MeBzellen erreichen. 

Eine Mikroelektrode wird senkrecht sehr dicht an eine 
makroskopische Elektrode angenahert. AnschlieBend wer- 
den 20 pi Redoxmediatorlosung zudosiert, so daB sich eine 10 
die Mikro- und Makroelektrode umschlieBender Tropfen 
bildet. In diesen werden zusatzlich ein chloridisierter Siiber- 
draht als Pseudo-Referenzelektrode und ein Platindraht als 
Gegenelektrode eingetaucht. Der MeBvorgang kann nach 
dem bereits beschriebenen MeBprinzip mit oder ohne Redo- 15 
xamplifizierung erfolgen. Die Zugabe der Probe erfolgt auf- 
grund der kleinen Gesamtvoiumina in einer fur feste und 
fliissige Proben unterschiedlicher Weise. Ifn Falle fester Pro- 
ben wird diese in einer Redoxmediatorlosung, welche die 
gieiche Konzentration an Redoxmediator aufweist wie die 20 
Referenz-MeBlosung, geldst. Im Falle fl ussiger Proben wird 
durch Vermischung der Probelosung mit einer hoher kon- 
zentrierten Redoxmediatorlosung eine Losung hergestellt, 
welche die gieiche Konzentration an Redoxspezies wie die 
Referenz-MeBlosung des Tropfens besitzt. Volumina bis zu 25 
50 ul dieser Probenlosungen konnen in den TVopfen injiziert 
werden. Da MeB- und Referenz-Probenlosung die gieiche 
Konzentration an Redoxspezies besitzen, miissen Verdiin- 
nungseffekte nicht beriicksichtigt werden. Abb. 11 Kurve 1 
zeigt ein mit dieser Versuchsanordriung aufgenommenes 30 
Cyclovoltammogramm von Fc-Biotin mit Redoxamplifizie- 
rung. Uber das beschriebene Verfahren wurden 0.1 mg 
Streptavidin in 15 ul MeBlosung in den freien Tropfen zudo- 
siert. Das entsprechende Cyclovoltammogramm (Abb, 11 
Kurve 2) zeigt die resultierende Stromabnahme des Diffusi- 35 
Onsgrenzstromes. Bei einer weiteren Zugabe von Streptavi- 
din befindet sich das System bereits im Sattigungsbereich, 
so daB keine weitere signifikante Abnahme des Diffusions- 
grenzstroms zu verzeichnen ist (Abb. 11 Kurve 3). 

40 

7.3 Sandwich Assay 

BiouWStreptavidin/Biotinderivat unter Verwendung von 
Vorrichtung 1 

45 

Zur Demonstration eines Sandwich- Assays wird auf das 
bereits beschriebene Biotin-Streptavidin-System zuriickge- 
grifFen. Als zusatzlicher Analyt zum Anbinden an die freien 
Bindungsstellen von Streptavidin wird beispielhaft mit Bio- 
tin modifizierte Glucoseoxidase (im folgenden GOD-Biotin 50 
genannt) verwendet. Die Darstellung dieser Verbindung ge- 
lingt uber die Umsetzung von Glucoseoxidase mit Hydroxy- 
succinimid-Biotin und anschlieBender TVennung der Reakti- 
onsprodukte iiber eine monomere Avidin-Saule. Die Durch- 
fuhrung der Messung erfolgt nach Annaherung der Mikro- 55 
elektrode an die Regenerationsoberflache unter Wirkung der 
Redoxamplifizierung (siehe Abschnitt 7.1). Abb. 12 Kurve 
1 zeigt das Cyciovoltamniogramm von Fc-Biotin mit Redo- 
xamplifizierung. Abb. 12 Kurve 2 zeigt das Cyclovoltam- 
mogramm nach Zusatz eines Uberschusses von Streptavi- 60 
din. Das Cyclovoltammogramm in Abb. 12 Kurve 3 zeigt 
die auf die Volumenzunahme um 15 ul Phosphatpuffer zu- 
ruckzufiihrende Stromabnahme. Abb. 12 Kurve 4 zeigt das 
Cyclovoltammogramm nach Zugabe von 15 ul GOD-Bio- 
tin-Ldsung. Die Abnahme des Faraday'schen Stromes ist 65 
wesentlich hoher als die durch die Volumenzunahme verur- 
sachte Stromabnahme. Diese ist auf die weitere Abnahme 
des Diffusionskpeffizienten der Redoxspezies zuriickzufuh- 
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ren. Weiterhin zu bemerken ist, daB die Abnahme viel gro- 
Ber ist als im Falle des Biotin-Streptavidin-Systems. Zum ei- 
nen ist die Molmasse von Glucoseoxidase mit ca. 186.000 
Dalton fast um das 2.8-fache groBer als die vori Streptavidin 
(ca. 67.000 Dalton), zum anderen besitzt das Giucoseoxida- 
semolekiil mehrere Aminogruppen, die mit Biotin derivati- 
siert werden konnen. Dies kann dazu fuhren, daB durch die 
Verknupfung von mehreren biotinilierten Glucoseoxidase- 
molekiilen iiber ein Streptavidinmolekiil oder ein "Strepta- 
vidin-Fc-Biotin"-Molekul mit mindestens zwei freien Bin- 
dungsstellen sehr groBe Redoxmediatoren entstehen, die ei- 
nen entsprechend niedrigen Dififtisionskoeffizienten besit- 
zen. 

Paten tanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von chemischen oder 
biochemischen Analyten, gekennzeichnet dadurch, 
daB der Diffusionskoeffizient einer redoxaktiven Spe^ 
zies, die mit einem spezifischen Erkennungselement 
gekoppelt ist, durch Anbindung einer komplementaren 
Erkennungsstruktur moduliert wird, und die Modula- 
tion des DifFusionskoeffizienten mit einem' elektroche- 
mischen Verfahren unter Verstarkung durch Recycling 
der Redoxspezies detektiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB als MeBelektrode Makro- oder Mikroelektro- 
den mit einem aktiven Durchmesser zwischen 0. 1 und 
500 um, bevorzugt 1-100 um, insbesondere 10-50 um 
eingesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die MeBelektrode eine Scheibenelektrode 
ist, die von einem isolierenden Mantel aus Glas oder 
Polymeren umgeben ist, der die Diffusion von Redox- 
spezies zur aktiven Elektrodenoberflache moduliert. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die MeBelektrode mitteis Positionierelernenten 
einer makroskopischen leitenden Oberflache soweit 
angenahert werden kann, daB das Diffusionsprofil der 
mit einem spezifischen Erkennungselement gekoppel- 
ten Redoxspezies durch diese Oberflache verandert 
wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB das an den Redoxmediator gekoppelte Erken- 
nungselement Biotin, ein Hapten, ein Antigen, ein An- 
tikorper, ein Lectin, ein Kohlehydrat, ein DNA-Frag- 
ment, ein DNA-Halbstrang, ein RNA-Fragment, ein 
Oligonucleotid, ein Hormon, ein Rezeptor oder ein 
kunstliches Wirtsmolekiil ist, fur das eine komplemen- 
tare Erkennungsstruktur existiert, die selektiv gebun- 
den wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der zu bestimmende Analyt Streptavidin, Avi- 
din, Biotin, ein Hapten, ein Antigen, ein Antikorper, 
ein Lectin, ein Kohlehydrat, ein DNA-Fragment, ein 
DNA-Halbstrang, ein RNA-Fragment, Streptag I oder 
II modifizierte Proteine, His-Tkg-modifizierte Proteine, 
ein Oligonucleotid, ein Hormon, ein Rezeptor oder ein 
kunstliches Wirtsmolekui ist, vorausgesetzt, daB dieser 
Analyt durch komplementare Erkennung an den Re- 
doxmediatormodifizierten Partner spezifisch gebunden 
werden kann. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB uber eine Zwischenstruktur mit mehr als einer 
gleichartigen oder unterschiedlichen Bindungsstelle 
der Redoxmediator und der Analyt spezifisch erkannt 
und gebunden werden kann, so daB ein Sandwich-As- 
say entsteht. 



DE 199 17 

11 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die zur Anwendung kommenden elektroche- 
mischen Verfahren durch den Diffusionskoeffizient der 
Redoxspezies bestimmt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekenn- 5 
zeichnet, daB die elektrochernischen Verfahren die cy- 
clische Voltammetrie, die Crironoamperometrie, die 
Chronocoulometrie, die Differential-Puls- Voltamme- 
trie, die Normal- Puis- Voltammetrie, die Square- Wave- 
Voltammetrie, die Amperometrie bei konstantem Po- 10 
tential sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet da- 
durch, daB die Redoxspezies, die mit dem spezifischen 
Erkennungselement gekoppelt wird, an einer Mikro- 
elektrode mit hoher heterogener Durchtrittskinetik re- 15 
versibel oxidierbar oder reduzierbar sind. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 und 10, gekennzeich- 
net dadurch, daB die Redoxspezies ein Osmium- Kom- 
plex, ein Ferrocenderivat, eine Ferrocendendrimer ist. 

12. Vorrichtung zur Durchfuhrung. des Verfahrens 20 
nach Anspruch 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB in 
eine MeBzelle mit Referenzelektrode, Gegenelektrode 
und makroskopischer Regenerationsoberflache mit ei- 
nem Volumen von 10 ul-1 ml, bevorzugt einem Volu- 
men < 300 pi eine Mikroelektrode nach Anspruch 2 25 
mitteis Positionierelementen an die Regenerations- 
oberflache angenahert werden kann. 

13. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach Anspruch 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB die 
elektrochemische MeBzelle als ein MeBzellen array 30 
ausgebildet ist, insbesondere nach Art von Mikrotiter- 
platten, dessen Boden eine gemeinsame oder mehrere 
getrennte leitende Regenerationsoberflachen bilden. 

14. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach Anspruch 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB die 35 
elektrochemische MeBzelle keine Wande aufweist, die 
von der Reaktionslosung beriihrt werden. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Redoxmediatorlosung uber eine die 
Mikroelektrode umschlieBeride Kapillare zudosiert 40 
wird, so daB sich ein das leitende Substrat und die 
Spitze der Mikroelektrode umgebender Tropfen bildet. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14 und 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Kapillare gleichzeitig als Re- 
ferenzelektrode ausgebildet ist. 45 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Kapillare ein Silberrohr bzw. ein mit 
Silber beschichtetes Rohr ist, das wiederum mit Silber- 
chlorid beschichtet ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 50 
net, daB die benutzten Reaktionsvolumina in den Gro- 
Benordnungen von Tropfen liegen, spezieil im Bereich 
von 1 nl bis 100 ul, insbesondere im Bereich von 5 ul 
bis 50 ul. 

19. Verfahren nach Anspruch 1 unter Nutzung einer 55 
der Vorrichtungen nach Anspruch 14-17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Probenlosung uber eirie Kapil- 
lare in den Tropfen der Redoxmediatorlosung dosiert 
wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 und 19 unter Nutzung 60 
einer der Vorrichtungen nach Anspruch 14-17, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Probenlosung mitteis ei- 
ner Mikrodosierpumpe oder durch iontophoretische In- 
jektion in den Tropfen der Redoxmediatorlosung do- 
siert wird. 65 

21. Verfahren nach Anspruch 1 unter Nutzung einer 
der Vorrichtungen nach Anspruch 14-17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Probenlosung mitteis eines Pie- 
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zodispensers als Mikrotropfen, .eventuell auch beruh- 
rungsios uber einen Luflspalt, in den Tropfen der Re- 
doxmediatorlosung dosiert wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB sequentiell mehrere Proben unter Nutzung ei- 
ner gemeinsamen oder einzelner lei tender Regenerati- 
onsoberflachen vermessen werden konnen. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 13 zur Durchfuhrung 
des Verfahrens nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mikroelektrode mitteis Positionier- 
elementen die Positionen des MeBzellenarrays sequen- 
tiell mit hoher Positioniergenauigkeit anfahren kann. 

24. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach Anspruch 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB 
mitteis unabhangiger Positionierelemente mehrere Mi- 
kroeiektroden parallel in mehreren MeBzellen oder 
Tropfen der MeBlosung an die jeweilige Regenerati- 
onsoberflache angenahert werden konnen, so daB 
gleichzeitig mehrere Proben vermessen werden kon- 
nen. 

25. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Probe nach Aufnahme einer Referenzmes- 
sung in fester Form zugegeben wird, in geloster Form 
hinzugegeben wird, oder vor dem Vermessen mit der 
Redoxmediatorlosung vermischt wird. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 12, 13, 14 oder 24, da- 
durch gekennzeichnet, daB mitteis eines Potentiostaten 
an der oder den Mikroelektrode Potentialprofile fur die 
in Anspruch 8 und 9 genannten elektrochernischen Ver- 
fahren aufgepragt werden konnen. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 12, 13, 14 oder 24, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die makroskopische lei- 
tende Regenerationsoberflache eine Scheibenelek- 
trode, eine Metall- oder eine Metallbedampfte plan are 
Oberflache ist. 

28. Vorrichtung nach Anspruch 12, 13, 14 oder 24, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Regenerationsoberfla- 
che entweder entsprechend der Nernst-Gleichung das 
durch den Oxidationszustand des Redoxmediators ge- 
gebene Potential annimmt oder mitteis eines Bipoten- 
tiostaten auf ein konstantes oder sich zeitlich anderndes 
Potential relativ zum Potential der Referenzelektrode 
polarisiert wird. 
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Abbildung 1: Mikroelektrode 
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Abbildung 2: 

a) hemispharisches Diffusionsfeld 
einer Mikroelektrode 

b) elektrochemisches Recycling an 
einer leitenden Oberflache 
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Abbildung 4: schematische Darstellung von Vorrichtung 1 
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Abbildung 5: schematische Darstellung von Vorrichtung 2 
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Abbildung 6: schematische Darstellung von Vorrichtung 3 
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Abbildung 7: schematische Darstellung von Vorrichtung 4 
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Abbildung 8: Biotin-Streptavidin-Assay ohne Redoxamplifizierung 
unter Verwendung von Vorrichtung 1 
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Abbildung 9: Biotin-Streptavidin-Assay mit Redoxamplifizierung 
unter Verwendung von Vorrichtung 1 
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Abbildung 10: KalSbrierkurven Biotin-Streptavidin-Assay mit und 
ohne Redoxamplifizierung 
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Abbildung 11: Biotin-Streptavidin-Assay mit Redoxamplifizierung 
unter Verwendung von Vorrichtung 4 
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Abbildung 12: Sandwich-Assay Biotin-Streptavidin-(GOD-Biotin) mit 
Redoxamplifizierung unter Verwendung von Vorrichtung 1 
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